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UTILISATION D'UNE COMPOSITION PAUVRE EN POLYAMINES POUR LA REALISATION D'UN 
ALIMENT THERAPEUT I QUE HUMAIN 

L'invention concerne le domaine pharmaceutique. 

Plus pr6cis6ment, l'invention concerne l'utilisation nouvelle de compositions 
5 alimentaire pauvres en polyamines pour la realisation d'un aliment susceptible 
d'avoir des effets therapeutiques. 

Les recepteurs N-methyl-D- aspartate (NMD A) localises au niveau des 
synapses des neurones sont composes de sept sous-unites connues, k savoir : NR1, 
NR2a, NR2b, NR2c, NR2d, NR3a, NR3b. 
10 II a 6t6 decouvert que les recepteurs NMD A, et notamment la sous-unite 

NR2B, jouent un rdle critique dans de nombreux types de pathologies d'origine 
neuronale. La stimulation de ces recepteurs provoque en effet l'apoptose neuronale, et 
induit de ce fait des maladies neurodegeneratives. Ces recepteurs sont aussi 
impliquSs dans la perception de la douleur (voir : J.M Loftis, A. Janowsky / 
15 Phamacology & Therapeutics 97 (2003) 55-85). 

L'utilisation clinique d'antagonistes des recepteurs NMDA est toutefois d'un 
interet tr&s limitee du fait de 1' induction d' effets secondares psychotomim6tiques 
(hallucinations, troubles mn6siques et d'apprentissage, troubles psychomoteurs....). 

L' objectif de la pr^sente invention est de proposer une alternative a 
20 l'utilisation de tels antagonistes, pour inhiber efficacement le fonctionnement de la 
sous-unite NR2B des recepteurs NMDA, c'est-a-dire sans induire d'effet ind£sirable 
majeur. 

Un objectif de la pr^sente invention est ainsi de proposer un agent 
therapeutique susceptible de traiter les maladies neurodegeneratives induites par la 
25 stimulation de cette sous-unite. 

Un autre objectif de la. prdsente invention est de proposer un agent 
therapeutique permettant de lutter contre le developpement d'une sensibilisation k la 



WO 2005/020974 



PCT/FR2004/001962 



2 



douleur, contre la memorisation de la douleur et par voie de consequence contxe la 
chronicisation de la douleur. 

Notamment un objectif de la pr6sente invention est de proposer un agent 
th€rapeutique permettant, le cas 6ch6ant, de restaurer les effets analg6siques des 
5 substances opi'oides en s'opposant au processus de tolerance. 

Les opioides, telle la morphine, sont des analg^siques puissants dont 
l'utilisation est largement repandue. Toutefois, ils provoquent aussi, de maniere 
dose-d6pendante, le developpement d'une hypersensibilite k la douleur k long terme 
(effet dit pronociceptif) conduisant k des hyperalg^sies (sensation douloureuse 
10 exag6r6e k un stimulus nociceptif) et des allodynies (sensation ressentie comme 
douloureuse k un stimulus non nociceptif) de longue dur£e. Cette augmentation de 
sensibilite k la douleur pourrait rendre compte de T apparition d'une tolerance aux 
effets analg6siques (Simonnet et al., NeuroReport, 2003, 14, 1-7). 

Ces objectif s sont atteints grSce k P invention qui concerne l'utilisation 
15 nouvelle d'une composition alimentaire k usage humain pr^sentant moins de 1600 
picomoles de polyamines pour la realisation d'un aliment th6rapeutique destine k 
lutter contre un syndrome ou une pathologie dans lequel la sous-unite NR2-B du 
r6cepteur N-methyl-D-aspartate est impliquee. 

On notera que de telles compositions alimentaires a usage humain sont 
20 connues en tant que telles et decrites dans WO-9500041 au nom de la Demanderesse. 

Dans le cadre de WO-9500041, ces compositions sont utilisees comme agent 
anti-cancereux (notamment pour le cancer de la prostate), pour stimuler le systeme 
immunitaire, pour stimuler l'activite des cellules NK, pour stimuler la production 
endogdne d'interleukine-2, comme agent antalgique et comme agent visant k reduire 
25 l'appetit. 

De telles compositions alimentaires pourront Stre administrees par voie 
enterale, c'est-^-dire par la bouche , mais aussi par voir parenterale par exemple k 
Taide d'une sonde. 
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On rappelle que les poly amines et tout particuli&rement la putrescine (I), la 
spermidine (II) et la spermine (EI) sont pr£sentes dans toutes les cellules. 

+ NH 3 - (CH^ - NH 3 + (I) 
+ NH 3 - (CH^ - NH - (CH 2 ) 4 - NH 3 + (II) 
+ NH 3 - (CH^ - NH - (CH^ - NH - (CH^ - NH 3 * (EI) 



Bien que ces molecules aient €t€ longtemps considerees comme denudes de 
tout r61e physiologique et ne representant qu'une 6tape terminale du catabolisme 
10 tissulaire, de nombreux travaux scientifiques ont montr6 que les poly amines issues de 
la decarboxylation de l'ornithine etaient en fait des molecules biologiquement actives 
et capables d'intervenir h diffSrents niveaux importants de la vie de la cellule. 

Ces molecules que Ton trouve non seulement k Tinterieur mSme des cellules 
mais 6galement h Tetat circulant dans les liquides biologiques de l'organisme, tels que 
15 le sang sont issues de trois sources principales : 

-la proliferation cellulaire physiologique (croissance et/ou 
renouvellement des cellules constitutives de l'organisme) et tumorale, 

- Talimentation, 

- les bact6ries intestinales. 

20 Diff6rents travaux ont par ailleurs mis en evidence que, chez l'animal, 

Tadministration conjointe : 

- d'une alimentation d£pourvue de polyamines, 

- d'a-DFMO, 

- d'un inhibiteur de la polyamine-oxydase (PAO) supprimant la 
25 retroconversion oxydative de la spermidine et de la spermine en putrescine, et 
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- de n^omycine et de metronidazole, 
entraine une inhibition quasi-totale de la progression tumorale du carcinome 
pulmonaire de Lewis 3LL (Seiler N. et al, Cancer Research, 1990, n°50, pp. 5077- 
5083), du glioblastome humain U251 (Moulinoux J-Ph. et al, Anticancer Research, 
5 1991, n°ll, pp. 175-180), de l'ad&iocarcinome de la prostate Dunning MAT-LyLu 
(Moulinoux J-Ph. et al, Journal of Urology, 1991, n° 146, pp. 1408,1412) et du 
neuroblastome humain neuro 2a (Quemener et al, "Polyamines in the gastro-intestinal 
tract", Dowling R.H., Folsch I.R. et Loser C Ed., Kluwer Academic Publishers 
Boston, 1992, pp. 375-385). 

10 II a par ailleurs 6tc 6galement d^montre chez l'animal que la depletion en 

polyamines pouvait consid6rablement potentialiser les effets antiproliferatifs des 
drogues antitumorales conventionnelles (methotrexate, cyclophosphamide, vindesine) 
tout en allongeant le temps de survie des animaux et pouvait permettre de r6duire les 
quantity de drogues administrees tout en conservant le mSme effet antitumoral 

15 (Quemener V. et al, "Polyamine deprivation enhances antitumoral efficacy of 
chemotherapy", Anticancer Research n°12, 1992, pp. 1447-1454). 

La pr6sente invention vise done £ couvrir une nouvelle utilisation de telles 
compositions alimentaires, utilisation non 6vidente au vu de Tart ant6rieur, k savoir la 
lutte contre les syndromes ou pathologies dans lesquels la sous-unit6 NR2-B du 

20 r^cepteur N-methyl-D-aspartate est impliqu6e. 

Au niveau du syst&me nerveux, les polyamines sont capables d'agir (entre 
autres effets) sur un site membranaire localise sur la sous-unitd NR1 des r^cepteurs 
N-mdthyl-D-aspartate (NMD A). En activant ce site r^cepteur (sites polyamines), les 
polyamines leveraient Tinhibition exerc6e par un site sensible aux protons localise 

25 6galement sur la sous-unit6 NR1 (proton sensor H*) lui-mSme inhibiteur du 
fonctionnement du recepteur-canal NMD A. Cette lev6e d* inhibition permettrait les 
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interactions allosteriques entre les sous-unit6s NR1 et NR2B permettant un bon 
fonctionnement des recepteurs NMDA (Traynelis et al., Science, 1995, 268, 873-876) 
Parmi les syndromes et pathologies dans lesquels la sous-unit6 NR2-B du 
rScepteur N-m6thyl-D-aspartate est impliquSe, on peut citer : 
5 - la sensibilisation et la memorisation de la douleur, et corollairement sa 

chronicisation ; 

la tolerance aux effets analgesiques des analg€siques opioides tels que la 
morphine et les morphinomimetiques ; 
la maladie d' Alzeihmer ; 
10 - l'isch&nie ; 

- la maladie de Parkinson ; 

- la choree de Huntington ; 
l'epilepsie ; 

la d6mence, dont celle succedant k une infection virale ; 
15 la psychose maniaco-depressive et autres syndromes de personnalit£s 

bipolaires ; 

- la d6pendance vis-^-vis de diff6rentes substances k potentialite 
toxicomanogdne (alcool, tab ac, drogues...) et les comportements 
compulsifs en resultant ; 

20 - les acouphfenes. 

La presente invention est done susceptible d'Stre mise en ceuvre pour traiter 
ces pathologies ou syndromes. 

Pr6f6rentiellement, la composition utilisee selon la presente invention contient 
moins d'environ 400 picomoles/g de putrescine, moins d'environ 400 picomoles/g de 
25 spermidine, moins d ! environ 400 picomoles/g de spermine et moins d ! environ 400 
picomoles/g de cadaverine. 
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Pr6f6rentiellement, la composition utilis^e selon la pr6sente invention contient 
moins d ! environ 400, pr6f6rentiellement moins d ! environ 200, picomoles/g de 
polyamines. 

Avantageusement, la composition utilisee selon la pr^sente invention contient 
5 moins d'environ 100, pref6rentiellement moins d'environ 50, picomoles/g de 
putrescine, moins d'environ 100, pr6f6rentiellement moins d'environ 50, picomoles/g 
de spermidine, moins d'environ 100, pr6f6rentiellement moins d'environ 50, 
picomoles/g de spermine et moins d'environ 100, pref&rentiellement moins d'environ 
50, picomoles/g de cadaverine. Une telle composition apporte, journellement, au 
10 moins 17 fois moins de putrescine, 40 fois moins de cadaverine, 70 fois moins de 
spermidine et 220 fois de spermine que l'alimentation naturelle humaine la plus 
pauvre qui soit en teneur de polyamines, mais qui r6ponde n£anmoins aux besoins 
nutritionnels humains. 

15 Selon une variante, la composition utilisee selon la presente invention 

comprend en outre, en pourcentage de poids sec par rapport au poids sec total : 10 k 
35% de lipides, 8 k 30% de proteines, 35 & 80% de glucides, jusqu'k 10% d'un 
melange constitue de vitamines, de min6raux et d'61ectrolytes. 

Une telle composition pourra Stre pr6sent6e sous forme seche a dissoudre 

20 extemporanement dans un vdhicule neutre ou sous forme liquide prSte a l'emploi. 
Dans tous les cas, la composition est presentee sous forme sterile. 

Une telle composition est particulferement bien adaptSe k l'homme et constitue 
un substitutif alimentaire qui permet de carencer les patients de fagon efficace en 
polyamines. Une telle composition permet en effet d'alimenter un patient de fagon 

25 satisfaisante tout en induisant une carence en polyamines, d'une part en inhibant la 
synthase intracellulaire de polyamines et d'autre part en diminuant l'apport de 
polyamines exogfenes. 



WO 2005/020974 



PCT/FR2004/001962 



7 



Une telle composition permet d'inhiber fortement la synthese endog&ne des 
polyamines et diminue de fa9on trfes importante l'apport en ces compos6s puisque les 
diffSrents ingredients qui la constituent en sont quasiment d6pourvus. Afin de, 
diminuer 6galement les apports en polyamines par les bact6ries intestinales, cette 
5 composition pourra Stre administrde concomitamment k une decontamination du 
tractus gastro-intestinal au moyens d f antibiotique(s) et/ou d ! antiparasitaire(s), tels que, 
par exemple, la n^omycine et le metronidazole. On pourra d ! ailleurs envisager 
d'inclure de tels antibiotique(s) et/ou antiparasitaire(s) directement dans ladite 
composition, sans sortir du cadre de l'invention. 
10 Les nutriments utilises dans la composition alimentaire selon l'invention 

possfedent une bonne valeur nutritionnelle mSme chez les sujets malades. 

La quantity d'eau employee pour realiser la composition utilisee selon la 
pr6sente invention est d6termin£e pour que la composition soit plus ou moins liquide 
et puisse Stre facilement ing6r£e par le patient. 
15 Le pourcentage pond6ral du melange constitue de vitamines, de mineraux et 

d'eiectrolytes est choisi de fa§on k r6pondre aux proportions, connues de l'homme du 
metier, devant se trouver dans une alimentation equilibr6e. 

Pr6f6rentiellement, la composition utilisee selon la prdsente invention contient 
moins de 100 picomoles/g de putrescine, moins de 100 picomoles/g de spermidine, 
20 moins de 100 picomoles/g de spermine, moins de 100 picomoles/g de cadavSrine. 

Une telle composition pourra etre administree conjointement k au moins un 
inhibiteur de la synthase intracellulaire des polyamines. 

Selon une variante intdressante de l'invention la composition utilisee selon la 
presente invention est enrichie avec au moins un inhibiteur de la synthase 
25 intracellulaire des polyamines k raison d'au plus 15% en poids par rapport au poids 
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sec total de la composition et, pr6f6rentiellement, h. raison d'une quantite comprise 
entre 0,2% et 7% en poids. 

Les inhibiteurs de l'ODC utilisables sont choisis en particulier parmi les 
composes suivants : 
5 Antagonistes du phosphate de pyridoxal 

. L-canaline 

. N-(5-phosphopyridoxyl)ornithine 

Inhibiteurs competitif s 

.alpha-hydrazino-ornithine 
10 .acide DL-alpha-hydrazinc^delta-aminoval6rique 

,alpha-m6thylornithine 

. trans-3-dehydro-DL-ornithine 

. 1 ,4-diamino-trans-2-butene 

. 1 ,4-diaminobutanone 
15 . r6tinol, r&inoides, b-carot&nes 

• polyphenols 

. g6raniol 

. terpenes 

. flavonoides 
20 . procyanidines 

. resveratrol 



25 



Inhibiteurs diamines 
. 1,3-diaminopropane 
. l 5 3-diamino-2-propanol 
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. bis(ethyl)spermine 
. guanidinobutylamine 
Inhibiteurs suicides et irr6versibles 
. 2-difluorom6thylomitiiine (DFMO) 
5 . monofluorom&hyloniithine 

. 2-monofluoromethyldehydro-ornithine 
. 2-monofluorom6thyldehydro-omithine methyl ester 
. 5-hexyne-l,4-diamine 
. trans-hex-2-&n-5-yne-l,4-diamine 
10 . monofluorom6thylputrescine 

. difluoromethylputrescine 
. alpha-all6nylputrescine 
. (2R,5R)-64ieptyne-2,5-diamine. 

Parmi ces inhibiteurs, les inhibiteurs comp6titifs sont particuli&rement pr6feres 
15 et notamment F alpha-mehtylornithine (alpha-MO) . 

L'alpha-mSthylornithine montre de nombreux avantages dans le cadre de 
Tutilisation propos6e ici. En effet, 1' alpha-MO pr^sente Tinteret d'etre un compost 
naturel facilement synthStisable et a une constante d'inhibition elev£e. 

L'alpha-methylornithine pr6sente de plus l'avantage d'inhiber la synthase des 
20 polyamines chez Escherischia coli, la bact^rie la plus commune peuplant 
naturellement le tractus intestinal, ce qui n'est notamment pas le cas de l'a-DFMO. 

Ainsi l'utilisation d'une composition alimentaire selon Tinvention contenant en 
tant qu'inhibiteur de la synthase intracellulaire des polyamines, de l'alpha- 
m^thylornithine est-elle susceptible de r6duire rapport exogfene de polyamines par les 
25 bact&ries intestinales sans pour autant avoir recours & une antibioth&rapie 



WO 2005/020974 



PCT7FR2004/001962 



10 



concomitamment k Tadministration de cette composition ou, pour le moins, en 
pennettant de diminuer la dose d'antibiotiques administr^e. 

Enfin, Talpha-MO pr^sente Tavantage d f 8tre un simple inhibiteur comp&itif de 
Tornithine decarboxylase et diminue fortement les risques d'accoutumance de 
5 Torganisme par mutation aboutissant k une resistance cellulaire accrue. 

Selon une variante, Tutilisation de la composition selon Tinvention est enrichie 
en vitamines, notamment celles apport^es, chez l'Stre humain sain, par les bactdries 
intestinales. En effet, Tantibiotherapie qui peut accompagner Tadministration de ladite 
composition peut aussi conduire k diminuer Tapport en certaines vitamines. Dans ce 

10 cas, il peut s ! av6rer n6cessaire d'enrichir la composition utilisee en ces vitamines afin 
de ne pas provoquer de carence vitaminique k la suite de Tadministration prolongee de 
ladite composition. Notamment, il pourra s'av^rer utile d'enrichir la composition en 
vitamines ou en derives de vitamines. Certains derives de la vitamine A (acide 
r6tinoique) sont en effet des inhibiteurs de Tactivit6 ODC. 

15 Preferentiellement, les glucides de la composition utilisee appartiennent au 

groupe comprenant les polymeres de glucose, les maltodextrines, le saccharose, les 
amidons modifies, le glucose monohydrat6, le sirop de glucose d£shydrat€, le 
monost6arate de glycerol et leurs melanges. De tels glucides sont en effet digestibles 
mSme en cas de pathologie digestive. 

20 Selon une variante de l'invention, les prolines utilis6es appartiennent au 

groupe comprenant les prolines solubles du lait, les prolines de soja, les peptides de 
s6rum, le jaune d'oeuf en poudre, le cas6inate de potassium, les peptides non 
phosphorytes, les peptides de cas6ine, le casemate mixte, Tisolat de soja et leurs 
melanges. 
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Preferentiellement, les lipides appartiennent au groupe comprenant l'huile de 
beurre, l'huile d'arachide, les triglycerides a chaine moyenne, l'huile de p£pins de 
raisin, l'huile de soja, l'huile d'onagre et leurs melanges. Avantageusement, lesdits 
lipides sont constitues par un melange d'au moins une huile d'origine animale, d'au 
5 moins une huile d'origine v6getale et de stearate de glycerol. 

Selon une variante de l'invention la composition utilis6e selon la prdsente 
invention constitue une ration journaliere alimentaire d ? un 6tre humain et comprend : 

- 6ventuellement ledit inhibiteur de la synthase intracellulaire des 
polyamines a raison de moins de 50g et preferentiellement h raison de 1 a 10 g, 

10 - entre 75 g et 500 g de glucides, 

- entre 20 g et 185 g de lipides, 

- entre 20 g et 225 g de proteines, 

- des vitamines, des min£raux et des electrolytes en quantites 
suffisantes pour r^pondre aux besoins nutritionnels journaliers d'un Stre humain. 

15 Les quantites de vitamines, de min£raux et d'electrolytes utilises sont connues 

de 1'homme du metier et peuvent Stre facilement trouvees dans la literature (voir par 
exemple,"Apports nutritionnels conseill£s" Dupin, Abraham et Giachetti deuxifeme 
Edition 1992, Ed. TEC et DOC Lavoisier) 

Une telle composition permet, k elle seule, de r£pondre aux besoins 

20 nutritionnels journaliers d'un patient tout en permettant de r6duire la synthase 
intracellulaire et Tapport exterieur en polyamines. Elle constitue alors un aliment k 
part entiSre. 

Bien sflr, il pourra etre envisage d'administrer une telle composition non pas 
en une seule prise mais en plusieurs prises espacees au cours de la meme journ6e. 
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Chaque ration sera alors d6finie pond&ralement de fagon a constituer un sous-multiple 
d'une ration journalise alimentaire d ! un etre humain et comprendra: 

- 6ventuellement ledit inhibiteur de la synthese intracellulaire des 
polyamines k raison de moins de 50/X g et prefSrentiellement k raison de 1/X a 10/X 

5 g, 

- entre 75/X g et 500/X g de glucides, 

- entre 20/X g et 185/X g de lipides, 

- entre 20/X g et 225/X g de proteines, 

- des vitamines, des mineraux et des electrolytes en quantity 
10 suffisantes pour repondre partiellement aux besoins nutritionnels journaliers d'un Stre 

humain. 

X 6tant un entier compris entre 2 et 8 et correspondant au nombre de rations 
devant 6tre ing<5r6es par le patient pour satisfaire ses besoins nutritionnels journaliers. 

Le nombre de telles rations pourra etre choisi de fa§on k repondre totalement 
15 aux besoins alimentaires journaliers du patient ou bien Stre choisi de fa§on k ne 
couvrir qu'une partie des besoins nutritionnels de celui-ci, le reste de ces besoins 6tant 
assures par un alimentation naturelle pauvre en polyamines (jambon et pfites ou riz 
par exemple). 

Dans ce cas la composition alimentaire sera utilisee en tant que complement 
20 alimentaire. 

Les inventeurs ont effectu6s difff Srents travaux permettant d'etablir chez le rat 
que Putilisation d'un regime pauvre en polyamines permettait de lutter contre la 
sensibilisation et la memorisation de la douleur, et par voie de consequence la 
chronicisation de la douleur, mais egalement de restaurer Tefficacit6 de la morphine 
25 et des autres substances classees comme morphinomim6tiques. 
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Les figures la, 2a et 2b, 4a et 4b representent des graphes relatifs aux 
diff&rents r6sultats du test de Randal et Sellito modifie mis en oeuvre par 
les inventeurs ; 

la figure lb, 2c et 2d, 4c et 4d repr£sente des graphes relatifs aux r£sultats 
5 du test « de des6quilibre postural » mis en ceuvre par les inventeurs ; 

la figure 3 repr£sente un gel electrophor^tique et un graphe traduisant 
1' influence de la consommation d'un regime pauvre en poly amines sur le 
niveau de phosphorylation du residu tyrosine de la sous-unit6 NR2B du 
recepteur NMDA. 

10 Sur la base des m6canismes d' action possibles des poly amines au niveau des 

r6cepteurs NMDA, les inventeurs ont etabli qu'en activant les sites polyamines de la 
fraction NR1 ou encore en modifiant la configuration spatiale d'une boucle de 21 
acides amines constitutive de cette sous-unit£ (cassette Nl) pouvant se comporter 
comme un analogue de polyamine, les polyamines extra cellulaires jouaient un rdle 

15 critique dans le d6veloppement de la phosphorylation de la sous-unite NR2B des 
r^cepteurs NMDA induite par des influx nociceptifs. lis ont done recherche si une 
reduction des sources exogenes de polyamines avait un impact sp6cifique sur les 
processus de sensibilisation et de memorisation de la douleur. 

Dans ce but, des rats Sprague-Dawley ont 6t6 nourris avec un aliment solide k 

20 txbs faible teneur en polyamines (moins de 10 \ig de polyamines par Kg d' aliment) 

synth£tis6 comme pr£c6demment d£crit (Kergozien et aL, Life Sci. 1996, 58, 2209- 
15), ceci en accord avec les recommandations de Cheauveau et al. (Arch. Sci. 
Physiol., 1951, 5, 305-322), et r6pondant aux besoins nutritionnels journaliers des 
rongeurs. Sur les dessins ce regime alimentaire est indique par « regime pauvre en 
25 PA ». 

Les contrdles ont 6t6 nourris avec le mSme aliment complements avec 54 
mg/kg de putrescine, 27 mg/kg de spermidine et 7 mg/kg de spermine selon les 
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concentrations en polyamines prSsentes dans les aliments standards pour rongeurs. 
Sur les dessins, ce regime alimentaire est indiqu6 par « regime normal ». 

Parallelement de la nSomycine k raison de 2g/L a 6t6 administr^es aux rats 
dans leur eau de boisson. 
5 Dans une premiere 6tape, les effets d'un regime pauvre en polyamines sur la 

sensibility k la douleur ont 6t€ 6tudi6s sur des rats normaux grace au test classique de 
pression sur la patte avec mesure du cri emis (Test de Randall et Selitto modifte, 
Kayser et al., 1990, 508, 329-332). 

Aucun changement dans le seuil nociceptif n'a 6t6 observ6 suite k un regime 
sans polyamines de sept jours. Plus precis6ment, le seuil nociceptif avant regime 
pauvre en polyamines a 6t6 observe k une pression correspondant a une masse de 
280g sur la patte et de 28 lg apres dix jours de regime pauvre en polyamines. 

Ainsi, il a 6t6 d6montr6 qu'un regime pauvre en polyamines n'exerce pas 
d'effet analg6sique en tant que tel. 

Parallelement, il a 6t€ observ6 que ce r6gime pauvre en polyamines n'avait 
pas d' incidence sur V activity locomotrice spontan6e nocturne et diume des rats testes, 
evalues selon les enregistrements tel6m6triques classiques. 

Parallelement, un tel regime n'affecte £galement pas les capacit6s de 
memorisation des rats, capacites 6valu6es par des tests classiques de reconnaissance 
dans Tespace. 

Aucun changement de temperature corporelle ni de poids n'a ete observe chez 
les rats testes. 

Ainsi, contrairement aux antagonistes des r6cepteurs NMDA, les regimes 
pauvres en polyamines donn6s pendant plusieurs jours ne s'accompagnent pas 
d' effets secondaires psychotomim&iques apparents chez le rat. 

Dans une seconde etape, les inventeurs ont etudi6 les consequences d'un 
regime pauvre en polyamines dans le proc6de de developpement de la sensibilisation 
k la douleur, en comparant les effets de deux injections successives (0.2ml) d'une 



WO 2005/020974 



PCT/FR2004/001962 



15 



solution saline k 1 % de carragenine (CAR) dans le coussinet plantaire des animaux. 
L' evaluation de la sensibility a la douleur est effectuee gr&ce au test de Randall 
Selitto et le niveau de douleur appr6ci6 par un test original (Test de D6s€quilibre 
postural), qui permet d'apprecier quantitativement les changements d'appuis 
5 posturaux sur les pattes arrieres du rat grSce a un systeme de jauge de contrainte 
(Rivat et aL, 2002, World Congress on Pain Abstract, 10, 381-382). L'avantage de ce 
test reside dans le fait qu'il permet, grfice k revaluation quantitative d'un 
comportement antalgique (d6sequilibre postural sur les pattes posterieures), d'evaluer 
un niveau de douleur spontanee ne requerant pas la mise en oauvre de stimuli 
10 nociceptifs exp6rimentaux brefs et discontinus comme dans le cas de la plupart des 
test classiques qui ne font qu'^valuer une sensibilite k la douleur (seuil nociceptif). 
Un second avantage de ce test est qu'il permet d'^valuer quantitativement Fefficacit6 
rdelle d'un traitement suppose antalgique tout comme cela peut etre fait chez 
rtiomme en clinique. 

15 Comme repr6sent6 sur la figure la et sur la figure 1 b, aucun effet sur le seuil 

nociceptif ni sur le niveau de douleur n'a €\£ relev6 au cours de la premiere injection 
de carragenine (« DO », soit JO chez les rats ayant eu un regime pauvre en polyamines 
pendant sept jours avant F inflammation). Toutefois, lorsque le regime pauvre en 
polyamines a 6te donn6 pendant sept jours de plus, Fhypersensibilite k la douleur tout 

20 comme F augmentation du niveau de douleur observees durant les jours suivants ont 
6t6 significativement reduites par rapport k celles observees chez des rats aliments 
normalement. 

Ainsi, chez lez rats dont le regime pauvre en polyamines a 6te stopp6 le jour 
avant une deuxifeme injection de carragenine (fig la-«D7» soit 7 feme jour), 
25 Faugmentation de Fhyperalgesie (sensibilisation a la douleur) succ6dant k un 
deuxi&me stimulus inflammatoire a 6t6 totalement supprimee chez les rats ayant 
pr^alablement 6t6 soumis a un regime pauvre en polyamines. Le regime pauvre en 
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polyamines pr^vient done aussi bien Fhyperalgie associee avec la premiere qu'avec 
la seconde injection de carrag6nine. 

Ceci prouve qu'un regime pauvre en polyamines qui est compl&tement exempt 
d'effet anti-inflammatoire s'oppose au developpement du processus de sensibilisation 
5 k la douleur qui r6sulte reguli&rement de stimuli nociceptifs inflammatoires successifs 
et freine done la memorisation. 

Dans une troisieme etape, l'effet d'un regime pauvre en polyamines a ete test6 
ches des rats sur un module de douleur incisionnelle de type chirurgical incises selon 
le module de Brennan et al. (Pain 1996, 64, 493-501) et trait6s par un opioi'de 

10 largement utilis6 en clinique humaine (fentanyl). 

Comme le montre les figures 2a k 2d le regime pauvre en polyamines permet 
de prevenir totalement le renforcement par le fentanyl de Thyperalgie de longue 
durde induite aussi bien par la douleur inflammatoire que par la douleur 
incisionnelle. Cet effet preventif est observe aussi bien en termes de sensibilit6 k la 

15 douleur (Test de Randall-Selitto, Fig. 2a-b) qu'en termes de niveau de douleur (Test 
du D6sequilibre postural, Fig2c-d). 

Dans une quatrieme etape (voir figure 4a a 4d), des tests ont 6t6 effectu6s sur 
des rats souffrant de douleurs bien etablies de maniere durable d'origine mono- 
arthritique provoqu^es par l'injection d'adjuvent de Freund (CFA)(Butler et al. Pain, 

20 1992, 48, 73-81) ou d'origine neuropathique par ligature du nerf sciatique (Bennet et 
Xie, Pain, 1988, 33, 87-107). L'efficacite de faibles doses de morphine a 6t6 
dgalement 6valu6e dans ces modules animaux en sachant que les douleurs 
neuropathiques, bien que non completement r6sistantes k la morphine, sont reconnues 
comme 6tant trfes peu sensible k la morphine ou a ses derives. 

25 Ces tests montrent que la sensibility k la douleur (Seuil nociceptif, Test de 

Randall-Selitto) et la sensation de douleur (Test de Des6quilibre postural) etaient 
r^duites de fa9on importante en quelques jours chez les rats soumis k un regime 
pauvre en polyamines. De plus, le regime pauvre en polyamines a am61ior6 
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Fefficacit6 de doses faibles de morphine, particuli&rement chez les rats pr6sentant des 
douleurs neuropathiques. 

On peut penser qu'il sera possible, grace k Futilisation des compositions 
pauvres en polyamines de l'invention, de restaurer chez Fhomme Feffet analg6sique 
5 des substances opioldes telles que la morphine 

En reference k la figure 3, les prolines de la moelle 6piniere (region L4-L5) 
ont 6t6 extraites du rachis lombaire chez des animaux soumis ou non k un stimulus 
inflammatoire, ayant ou non et6 nourris avec un regime pauvre en polyamines, et 
ayant ou non 6t6 traites par du fentanyl. Les spots situes dans la partie sup&ieure de 

10 F61ectrophor&se (1) revfelent les bandes prot6iques correspondant aux proteines 
extraites par immunopr£cipitation en presence d' anticorps anti-NR2B, puis revel^es 
en presence d' anticorps anti-phosphotyrosine PY-99. Les spots situ6s dans la partie 
infSrieure (2) montrent Fimmunor6activit6 des prot6ines extraites comme en (1), cette 
fois revelees par des anticorps anti-NR2B, mais ces dernieres ayant pr6alablement 

15 r6agi avec des anticorps anti-phosphotyrosine PY-99- Les histogrammes expriment 
Fintensit6 de phosphorylation du rSsidu tyrosine de la sous-unit^ NR2B du recepteur 
NMDA (1), par rapport k (2), ceci au cours des differents traitements. Les colonnes 
en clair correspondent aux animaux t6moins, nourris avec un aliment contenant des 
polyamines (comme decrit pr6cedemment) ; les colonnes en noirs correspondent aux 

20 animaux ayant consomme un regime pauvre en polyamines. Les resultats sont 
exprimes en moy ± SEM. (*) p < 0.05. 

Ainsi, le regime pauvre en polyamines a rdduit totalement, au niveau spinal, 
F augmentation de la phosphorylation de la sous-unit6 NR2B des recepteurs NMDA 
induite par la douleur de type inflammatoire provoqu^e par Finjection de carrag6nine 

25 En r6duisant la composante hypersensibilit£ k la douleur U6e a la 

phosphorylation de la sous-unit6 NR2B des recepteurs NMDA, sans 61iminer la 
douleur elle-meme, les compositions pauvres en polyamines faisant Fobjet de 
F invention, peuvent etre utilises dans le cadre de th6rapies nutrionnelles non 



WO 2005/020974 PCT7FR2004/001962 



18 



invasives, capables d'am&iorer k long terme la prise en charge de diffSrents types de 
syndromes douloureux. 
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REVENDICATIONS 

1. Utilisation d'une composition alimentaire a usage humain presentant moins de 
1600 picomoles de polyamines pour la realisation d'un aliment therapeutique destine 
k lutter contre un syndrome ou une pathologie dans lequel ou dans laquelle la sous- 

5 unite NR2-B du r&xpteur N-methyl-D-aspartate est impliqu6e. 

2. Utilisation selon la revendication 1 d'une composition alimentaire a usage 
humain presentant moins de 1600 picomoles de polyamines pour la realisation d'un 
aliment therapeutique destine k lutter contre la sensibilisation, la memorisation et par 
voie de consequence la chronicisation de la douleur. 

10 3. Utilisation selon la revendication 1 d'une composition alimentaire a usage 
humain presentant moins de 1600 picomoles de polyamines pour la realisation d'un 
aliment therapeutique destine k lutter contre la tolerance aux effets analgesiques des 
analgesiques opioides . 

4. Utilisation selon la revendication 1 d'une composition alimentaire k usage 
15 humain presentant moins de 1600 picomoles de polyamines pour la realisation d'un 

aliment therapeutique destine a lutter contre la maladie d' Alzeihmer. 

5. Utilisation selon la revendication 1 d'une composition alimentaire a usage 
humain presentant moins de 1600 picomoles de polyamines pour la realisation d'un 
aliment therapeutique destine k lutter contre l'ischemie. 

20 6. Utilisation selon la revendication 1 d'une composition alimentaire a usage 
humain presentant moins de 1600 picomoles de polyamines pour la realisation d'un 
aliment therapeutique destine k lutter contre la maladie de Parkinson 

7. Utilisation selon la revendication 1 d'une composition alimentaire k usage 
humain presentant moins de 1600 picomoles de polyamines pour la realisation d'un 

25 aliment therapeutique destine k lutter contre la choree de Huntington. 

8. Utilisation selon la revendication 1 d'une composition alimentaire k usage 
humain presentant moins de 1600 picomoles de polyamines pour la realisation d'un 
aliment therapeutique destine k lutter contre repilepsie. 
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9, Utilisation selon la revendication 1 d'une composition alimentaire k usage 
humain pr^sentant moins de 1600 picomoles de polyamines pour la realisation d'un 
aliment therapeutique destine h. lutter contre la d^mence dont celle succ6dant & une 
infection virale. 

5 10. Utilisation selon la revendication 1 d'une composition alimentaire h usage 
humain presentant moins de 1600 picomoles de polyamines pour la realisation d'un 
aliment therapeutique destine a lutter contre la psychose maniaco-depressive et autres 
syndromes de personnalites bipolaires. 

11. Utilisation selon la revendication 1 d'une composition alimentaire £ usage 
10 humain presentant moins de 1600 picomoles de polyamines pour la realisation d'un 

aliment therapeutique destine a lutter contre la d£pendance vis-^-vis de substances a 
potentiality toxicomanogfene. 

12. Utilisation selon la revendication 1 d'une composition alimentaire & usage 
humain presentant moins de 1600 picomoles de polyamines pour la realisation d'un 

15 aliment therapeutique destine & lutter contre les acouphenes 

13. Utilisation selon Tune quelconque des revendications precedentes caracterisee 
en ce que ladite composition contient moins d'environ 400 picomoles/g de putrescine, 
moins d'environ 400 picomoles/g de spermidine, moins d'environ 400 picomoles/g de 
spermine et moins d'environ 400 picomoles/g de cadaverine. 

20 14. Utilisation selon la revendications 13 caracterisee en ce que ladite 
composition contient moins d'environ 400, preferentiellement moins d'environ 200, 
picomoles/g de polyamines. 

15. Utilisation selon la revendication 14 caracterisee en ce que ladite composition 
contient moins d'environ 100, preferentiellement moins d'environ 50, picomoles/g de 
25 putrescine, moins d'environ 100, preferentiellement moins d'environ 50, picomoles/g 
de spermidine, moins d'environ 100, preferentiellement moins d'environ 50, 
picomoles/g de spermine et moins d'environ 100, preferentiellement moins d'environ 
50, picomoles/g de cadaverine. 
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16. Utilisation selon Tune quelconque des revendications pr£c6dentes caract6ris6e 
en ce que ladite composition contient, en pourcentage de poids sec par rapport au 
poids sec total : 10 % k 35 % de lipides, 8 % a 30 % de prolines, 35 % k 80 % de 
glucides, jusqu'& 10 % d f un melange constitu6 de vitamines, de mineraux et 

5 d'61ectrolytes. 

17. Utilisation selon la revendication 16 caract6ris6e en ce que ladite composition 
est enrichie avec au moins un inhibiteur de la synthase intracellulaire des polyamines 
k raison d'au plus 15 % en poids par rapport au poids sec total de la composition. 

18. Utilisation selon la revendication 17 caract£risee en ce que ladite composition 
10 est enrichie avec ledit inhibiteur a raison de 0,2 % a 7 % en poids par rapport au poids 

sec total de la composition 

19. Utilisation selon la revendication 18 caract6risee en ce que ledit inhibiteur de 
ladite composition est un inhibiteur competitif de rornithine decarboxylase. 

20. Utilisation selon la revendication 19 caracterisee en ce que ledit inhibiteur 
15 competitif de ladite composition est l'a-methylornithine. 

21. Utilisation selon Tune quelconque des revendications precedentes caracterisee 
en ce que ladite composition contient au moins un antibiotique. 

22. Utilisation selon l'une quelconque des revendications precedentes caracterisee 
en ce que ladite composition est enrichie en vitamines. 

20 23. Utilisation selon l'une quelconque des revendications 16 k 22 caracterisee en 
ce que lesdits glucides de la composition appartiennent au groupe comprenant les 
polym&res de glucose, les maltodextrines, le saccharose, les amidons modifies, le 
glucose monohydrate, le sirop de glucose d6shydrat6, le monostearate de glycerol et 
leurs melanges. 

25 24. Utilisation selon Tune quelconque des revendications 16 k 23 caracterisee en 
ce que lesdites proteines de ladite composition appartiennent au groupe comprenant 
les proteines solubles du lait, les prolines de soja, les peptides de serum, le jaune 
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d'oeuf en poudre, le cas6inate de potassium, les peptides non phosphoryl6s, les 
peptides de cas£ine, le cas&nate mixte, Tisolat de soja et leurs melanges. 

25. Utilisation selon Tune quelconque des revendications 16 k 24 caracterisee en 
ce que lesdits lipides de ladite composition appartiennent au groupe comprenant 

5 Thuile de beurre, Thuile d'arachide, les triglycerides k chaine moyenne, l'huile de 
p6pins de raisin, Thuile de soja, Thuile d'onagre et leurs melanges. 

26. Utilisation selon Tune quelconque des revendications 16 a 25 caracteris6e en 
ce que lesdits lipides de ladite composition sont constitues par un melange d ! au moins 
une huile d'origine animale, d'au moins une huile d'origine vegetale et de stearate de 

10 glycerol. 

27. Utilisation selon Tune quelconque des revendications prdcedentes caract6risee 
en ce que ladite composition constitue la ration journali&re alimentaire d'un Stre 
humain et en ce qu ? elle comprend : 

- entre 75 g et 500 g de glucides, 
15 - entre 20 g et 185 g de lipides, 

- entre 20 g et 225 g de proteines, 

- des vitamines, des mineraux et des electrolytes en quantites 
suffisantes pour rSpondre aux besoins nutritionnels journaliers d f un 6tre 
humain. 

20 28. Utilisation selon Tune quelconque des revendications prdcedentes caracterisee 
en ce que ladite composition constitue la ration journalise alimentaire d'un §tre 
humain et en ce qu'elle comprend : 

- moins de 50 g et, pr6f6rentiellement, entre 1 k 10 g dudit inhibiteur de la 
synthase intracellulaire des polyamines, 
25 - entre 75 g et 500 g de glucides, 

- entre 20 g et 185 g de lipides, 

- entre 20 g et 225 g de prolines, 
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- des vitamines, des minEraux et des Electrolytes en quantitEs suffisantes pour 
rEpondre aux besoins nutritionnels journaliers d'un etre humain. 
29. Utilisation selon Tune quelconque des revendications prEcEdentes caractErisEe 
que ladite composition est un sous-multiple d'une ration journali&re alimentaire d'un 
5 Stre humain et en ce qu'elle comprend : 

- entre 75/X g et 500/X g de glucides, 

- entre 20/X g et 185/X g de lipides, 

- entre 20/X g et 225/X g de protEines, 

- des vitamines, des minEraux et des Electrolytes en quantitEs 
10 suffisantes pour rEpondre partiellement aux besoins nutritionnels journaliers d'un etre 

humain, et 

X Etant un entier compris entre 2 et 8 et correspondant au nombre de rations 

devant 6tre ingerees par le patient pour satisfaire ses besoins nutritionnels journaliers. 

-.• 

- Utilisation selon Tune quelconque des revendications prEcEdentes 
15 caractErisEe en ce que ladite composition est un sous-multiple d'une ration 

journali&re alimentaire d'un Stre humain et en ce qu'elle comprend : 

- moins de 50/X g et, prEfErentiellement, entre 1/X et 10/X g dudit inhibiteur 
de la synthese intracellulaire des polyamines, 

- entre 75/X g et 500/X g de glucides, 
20 - entre 20/X g et 1 85/X g de lipides, 

- entre 20/X g et 225/X g de proteines, 

des vitamines, des mineraux et des Electrolytes en quantitEs suffisantes 
pour rEpondre partiellement aux besoins nutritionnels journaliers d'un etre 
humain, et 

25 X Etant un entier compris entre 2 et 8 et correspondant au nombre de rations devant 
fetre ingErEes par le patient pour satisfaire ses besoins nutritionnels journaliers. 
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30. Utilisation selon Tune quelconque des revendications precSdentes 
caract6ris6e en ce que ladite composition se prSsente sous une forme sfeche k 
dissoudre extemporandment dans un vehicule neutre. 

31. Utilisation selon Tune quelconque des revendications pr6c6dentes 
5 caract6risee en ce que ladite composition inclut un vehicule neutre la rendant 

prete h. Temploi. 
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